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摘要：为进一步提高油料作物亚麻荠的含油量，克隆拟南芥胚珠组织特异型基因的启动子ｐＩＮＯ和
拟南芥细胞色素Ｐ４５０　ＫＬＵＨ基因（ＫＬＵ），以植物表达载体ｐＣＡＭＢＩＡ２３０１为基础载体，构建组织特
异性启动子ｐＩＮＯ调控ＫＬＵ基因的植物表达载体ｐＣＡＭＢＩＡ２３０１－ｐＩＮＯ－ＫＬＵ，用根癌农杆菌介导的

ｆｌｏｒａｌ　ｄｉｐ法转化亚麻荠。结果表明，农杆菌培养至ＯＤ６００值为０．８时，用等体积渗入培养基（１／２ＭＳ、

５％蔗糖、２００μＬ／Ｌ　Ｓｉｌｗｅｔ　Ｌ－７７）重悬菌体转化亚麻荠，５０ｍｇ／Ｌ卡那霉素检测转基因种子的阳性率为

１５％，ＰＣＲ检测初步证明，ＫＬＵ基因已整合到部分抗性植株的基因组中，转化率为１．８％。
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　　亚麻荠［Ｃａｍｅｌｉｎａ　ｓａｔｉｖａ（Ｌ．）Ｃｒａｎｔｚ］属十字花科
（Ｃｒｕｃｉｆｅｒａｅ）亚麻荠属 （Ｃａｍｅｌｉｎａ）［１］，是一种古老的油
料作物。亚麻油中的不饱和脂肪酸含量高达５０％以
上。近年来，随着对亚麻荠产品利用的深入研究，亚麻
荠以其独特的栽培特性、食用价值及工业价值重新引
起人们的重视，在欧美许多国家开始了亚麻荠新一轮
的种植及研究热潮［２］。
为进 一 步 提 高 亚 麻 荠 α－亚 麻 酸 的 含 量，

Ｂüｃｈｓｅｎｓｃｈüｔｚ－Ｎｏｔｈｄｕｒｆｔ等［３］采用甲磺酸乙酯（ｅｔｈｙｌ
ｍｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎａｔｅ，ＥＭＳ）处理亚麻荠种子，筛选获得了
亚麻酸含量提高的亚麻荠突变体。黄友志等［４］用携带
有ｐＢＩＮ１９－ＧＵＳ重组质粒的农杆菌侵染亚麻荠子叶愈
伤组织，发现侵染后的愈伤组织ＧＵＳ染色为阳性，但
所获得拟转化体ＧＵＳ染色结果却为阴性，初步说明可
以采用农杆菌分导法转化亚麻荠，但未获得转基因植
株。Ｌｕ等［５］采用农杆菌介导的真空渗透法（Ｖａｃｕｕｍ

　河南农业科学，２０１３，４２（１０）：２５－３０
　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｈｅｎａｎ　Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ



ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ），将携带有ｐＧＤＰ－ＦＡＨ１２重组质粒的农杆
菌转化亚麻荠，收获了约１％的转基因种子，并获得单
拷贝转基因植株，经检测，转基因植株的脂肪酸含量高
于非转基因植株。
植物器官的大小是由遗传调控的，细胞分裂和细

胞伸长促使植物器官生长。Ａｎａｓｔａｓｉｏｕ等［６］筛选经化
学诱变获得的大量拟南芥突变株，并首次在拟南芥中
发现了一种新型胞间信号途径，该途径可以通过控制
细胞分裂的时间调控植物器官大小，并首次确定了细
胞色素Ｐ４５０　ＫＬＵＨ 基因（ＫＬＵ基因），其研究表明
ＫＬＵ基因是植物器官生长的调节因子；ＫＬＵ基因过量
表达可以使拟南芥器官细胞增多、变大，反之，器官变
小。Ｎｉｋｏｌａｉ等［７］进一步研究发现，胚珠发育时ＫＬＵ基
因在珠被中表达，进而调节种子的大小；ＫＬＵ基因过
量表达，能够产生更大的种子，种子含油量也相应提
高；相反，该基因缺失，将产生更小的种子，种子含油量
降低。
本研究结合亚麻荠的优良农艺学性状和ＫＬＵ

基因的特性，构建胚珠组织特异性启动子ｐＩＮＯ［８－９］

驱动ＫＬＵ基因的植物表达载体，通过农杆菌介导
的ｆｌｏｒａｌ　ｄｉｐ法（浸花法）［１０］转化亚麻荠，获得转基
因植株，以期建立一种简便高效的亚麻荠遗传转化
体系，从而为利用现代生物技术改良亚麻荠奠定
基础。

１　材料和方法

１．１　材料
野生型亚麻荠种子和拟南芥 （Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ

ｔｈａｌｉａｎａ　Ｌ．）种子由本实验室提供。
大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）菌株 ＤＨ５α、根癌

农杆菌（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｉｍｅｆａｃｉｅｎｓ）菌株 ＧＶ３１０１
及质粒ｐＣＡＭＢＩＡ２３０１由本实验室保存；Ｔａｑ　ＤＮＡ
聚合酶、限制性内切酶购自Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司；Ｔ４－
ＤＮＡ　Ｌｉｇａｓｅ、ｐＧＭ－Ｔ　ｅａｓｙ　ｖｅｃｔｏｒ、琼脂糖凝胶回收

试剂盒、植物ＤＮＡ提取试剂盒、ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ购自
北京ＴＩＡＮＧＥＮ公司；其他试剂均为国产或进口分
析纯试剂。测序工作由华大基因公司完成。

１．２　方法
１．２．１　ＤＮＡ的提取　拟南芥和亚麻荠的ＤＮＡ提
取采用ＣＴＡＢ法［１１］。

１．２．２　植物表达载体ｐＣＡＭＢＩＡ２３０１－ｐＩＮＯ－ＫＬＵ
的构建　根据 ＴＡＩＲ拟南芥基因组数据库（Ｔｈｅ
Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　Ｒｅｓｏｕｒｃｅ）收录的ＩＮＯ基
因（ＡＴ１Ｇ２３４２０．１）上游序列和 ＫＬＵ 基因序列
（Ａｔ１ｇ１３７１０．１），设计引物，并引入相应的酶切位点
（表１）。
以拟南芥 ＤＮＡ 为模板，用引物 ＫＬＵ＿ｆｏｒ＿

ＸｂａⅠ和 ＫＬＵ＿ｒｅｖ＿ＢｓｔＥⅡ进行 ＰＣＲ扩增，获得
１．８Ｋｂ目的条带，用琼脂糖凝胶回收试剂盒回收目
的片段，并与ｐＧＭ－Ｔ载体连接得到ｐＧＭ－ＫＬＵ 载
体。用限制性内切酶ＸｂａⅠ和ＢｓｔＥⅡ在３７℃条件
下分别双酶切ｐＣＡＭＢＩＡ２３０１和ｐＧＭ－ＫＬＵ载体，
回收片段，用Ｔ４ＤＮＡ连接酶１６℃下连接过夜，转
化大肠杆菌ＤＨ５α，挑取单克隆进行培养，提取ＰＣＲ
阳性菌液的质粒，经ＸｂａⅠ／ＢｓｔＥⅡ双酶切鉴定后
得到重组质粒ｐＣＡＭＢＩＡ２３０１－ＫＬＵ。
以拟南芥ＤＮＡ为模板，用引物ｐＩＮＯ＿ｆｏｒ＿ＥｃｏＲ

Ⅰ和ｐＩＮＯ＿ｒｅｖ＿ＸｂａⅠ进行ＰＣＲ扩增，获得２．３ｋｂ目
的条带，琼脂糖凝胶试剂盒回收目的片段，连接

ｐＧＭ－Ｔ载体得到ｐＧＭ－ｐＩＮＯ载体。用限制性内切酶
ＥｃｏＲⅠ和ＸｂａⅠ在３７℃条件下分别双酶切ｐＣＡＭ－
ＢＩＡ２３０１－ＫＬＵ和ｐＧＭ－ｐＩＮＯ载体，回收片段，用Ｔ４
ＤＮＡ连接酶１６℃下连接过夜，转化大肠杆菌ＤＨ５α，
挑单克隆培养，提取ＰＣＲ阳性菌液质粒，经ＥｃｏＲⅠ／

ＸｂａⅠ双酶切鉴定后得到植物表达载体ｐＣＡＭ－
ＢＩＡ２３０１－ｐＩＮＯ－ＫＬＵ。最后通过电转化法将ｐＣＡＭ－
ＢＩＡ２３０１－ｐＩＮＯ－ＫＬＵ重组质粒转入农杆菌 ＧＶ３１０１
中，－７０℃保存备用。

表１　ＰＣＲ扩增的引物序列

基因／启动
子名称

引物名称 引物序列（５′－３′）
退火温度／
℃

大小／
ｂｐ

ｐＩＮＯ　 ｐＩＮＯ＿ｆｏｒ＿ＥｃｏＲⅠ ＡＴＡＧＡＡＴＴＣＧＣＴＴＣＡＴＴＴＧＧＴＴＣＴＡＣＧＴＣ　 ５６．５　 ２　２８６
ｐＩＮＯ＿ｒｅｖ＿ＸｂａⅠ ＴＡＡＴＣＴＡＧＡＡＧＡＧＡＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＡＣＧＡＴ

ＫＬＵ　 ＫＬＵ＿ｆｏｒ＿ＸｂａⅠ ＴＧＣＴＣＴＡＧＡＣＡＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＣＴＧＣＣＡＴＡＡＣ　 ６１．５　 １　７８３
ＫＬＵ＿ｒｅｖ＿ＢｓｔＥⅡ ＴＧＣＧＧＴＧＡＣＣＣＣＴＡＡＣＴＴＣＣＴＴＣＣＣＡＧＣＣＡＴＡＡ

　注：引物序列中下划线部分为引入的酶切位点。

１．２．３　亚麻荠的培养　将野生型亚麻荠播种于营养
土（腐殖质∶蛭石∶珍珠岩＝４∶２∶１）中，５粒／盆
（９ｃｍ直径），置于培养室中培养。培养室温度为１６～
２０℃，相对湿度为６０％，光照强度为４　０００ｌｘ，光周期
为１６ｈ光照／８ｈ黑暗。

１．２．４　Ｋａｎ（卡那霉素）筛选最适质量浓度的确定　取
适量野生型亚麻荠种子，在７０％乙醇中浸泡３０ｓ，无菌
水洗涤２次，然后置于３％次氯酸钠溶液（每１００ｍＬ含
２０μＬ吐温－２０）中振荡洗涤１０ｍｉｎ，最后用无菌水洗涤

３～５次。将消毒好的种子以１０粒／皿的密度接种于含
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有不同质量浓度（０、１５、３０、５０ｍｇ／Ｌ）Ｋａｎ的 ＭＳ固体
培养基（０．７％琼脂，无蔗糖）中，每种培养基各４皿（２５
粒／皿）。先将其置于４℃春化培养２～３ｄ，而后置于
（２２±１）℃、光周期１６ｈ光照／８ｈ黑暗、光强４　０００ｌｘ
培养室中，１０ｄ后统计无菌苗生长情况以确定Ｋａｎ筛
选的最适质量浓度。

１．２．５　农杆菌介导的ｆｌｏｒａｌ　ｄｉｐ转化亚麻荠　待亚麻
荠植株的主茎长至５ｃｍ，且侧枝刚刚呈花芽状的时候
去除顶端花序，以促进次级分枝的生长和发育。植株
生长至盛花期时准备转化，转化前２ｄ将已形成的果荚
剪掉。
取－７０℃保存的含有ｐＣＡＭＢＩＡ２３０１－ｐＩＮＯ－ＫＬＵ

重组质粒的农杆菌ＧＶ３１０１，在含有５０ｍｇ／Ｌ　Ｋａｎ、２５
ｍｇ／Ｌ庆大霉素 （Ｇｅｎ）和１００ｍｇ／Ｌ利福平（Ｒｉｆ）的
ＹＥＢ固体培养上划线，２８℃下培养约３６ｈ。从平板上
挑取单菌落接种于１０ｍＬ含有上述抗生素的ＹＥＢ液
体培养基中，２８℃条件下，１８０ｒ／ｍｉｎ振荡培养过夜。
吸取１ｍＬ农杆菌菌液加入１００ｍＬ含有上述相应抗生
素的ＹＥＢ液体培养基中，２８℃条件下，１８０ｒ／ｍｉｎ振荡
培养至ＯＤ６００分别为０．１５、０．３５、０．８０、１．２０、１．８０，５　０００
ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，收集菌体，用去离子水配制的渗入
培养基（５％蔗糖，２００μＬ／Ｌ　Ｓｉｌｗｅｔ　Ｌ－７７）重新悬浮菌体
后转化亚麻荠。转化时用移液器吸取农杆菌重悬渗入
培养基滴在亚麻荠花蕾上，确保每一个花蕾都被滴上，
之后用保鲜膜把转化过的植株包罩起来以保持湿度，
将其避光直立放置于培养室中培养１ｄ，而后于正常条
件下培养。植株成熟后收取种子记为Ｔ０代种子。采
用Ｋａｎ筛选最适质量浓度对收获的Ｔ０代亚麻荠种子
进行筛选，统计不同农杆菌菌液浓度［１２］转化亚麻荠的
Ｔ０代种子的阳性率（卡检阳性率）。
渗入培养基作为ｆｌｏｒａｌ　ｄｉｐ法转化植物的共培养培

养基，是影响转化效率的一个重要因素，其中包括渗入
培养基成分、浓度、ｐＨ值等因素。本研究采用的渗入
培养基主要成分为１／２ＭＳ、蔗糖和表面活性剂Ｓｉｌｗｅｔ
Ｌ－７７。将含有ｐＣＡＭＢＩＡ２３０１－ｐＩＮＯ－ＫＬＵ重组质粒
的农 杆 菌 ＧＶ３１０１ 二 次 活 化 至 最 佳 ＯＤ６００ 值，

５　０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ收集菌体，用不同组合的渗
入培养基（Ａ．１／２ＭＳ、５％蔗糖、２００μＬ／Ｌ　Ｓｉｌｗｅｔ　Ｌ－
７７，ｐＨ＝５．７；Ｂ．ｄｄＨ２Ｏ、５％蔗糖、２００μＬ／Ｌ　Ｓｉｌｗｅｔ
Ｌ－７７，ｐＨ＝５．７；Ｃ．１／２ＭＳ、５％蔗糖、２００μＬ／Ｌ　Ｓｉｌｗｅｔ
Ｌ－７７；Ｄ．１／２ＭＳ、２００μＬ／Ｌ　Ｓｉｌｗｅｔ　Ｌ－７７，ｐＨ＝５．７；

Ｅ．１／２ＭＳ、５％蔗糖，ｐＨ＝５．７）重新悬浮菌体后转化
亚麻荠。采用Ｋａｎ筛选最适质量浓度对收获的Ｔ０
代亚麻荠种子进行筛选，统计不同渗入培养基转化亚
麻荠所得Ｔ０代种子的卡检阳性率。

１．２．６　Ｔ０代亚麻荠种子的Ｋａｎ筛选　在确定Ｋａｎ

筛选最适质量浓度的基础上，按照１．２．４方法对Ｔ０
亚麻荠代种子进行消毒，进行Ｋａｎ筛选。一般情况
下，４ｄ左右Ｔ０代亚麻荠种子开始萌发，培养约１０ｄ
后可获得绿色的无菌苗（即抗性苗），而大部分无菌苗
白化（白化苗）逐渐死亡，统计不同转化条件下Ｋａｎ检
测Ｔ０代亚麻荠种子的阳性率。

１．２．７　抗性苗的ＰＣＲ检测　以提取的抗性苗ＤＮＡ
为模板，用引物ＫＬＵ＿ｆｏｒ＿ＸｂａⅠ和ＫＬＵ＿ｒｅｖ＿ＢｓｔＥⅡ
进行ＰＣＲ扩增，然后通过０．８％琼脂糖凝胶电泳，检
测目的基因是否整合到亚麻荠基因组中。

２　结果与分析

２．１　ｐＣＡＭＢＩＡ２３０１－ｐＩＮＯ－ＫＬＵ重组质粒的酶切鉴
定及其转化农杆菌ＧＶ３１０１的ＰＣＲ鉴定

ｐＣＡＭＢＩＡ２３０１－ｐＩＮＯ－ＫＬＵ重组质粒用ＥｃｏＲⅠ
和ＸｂａⅠ双酶切得到２．３ｋｂ的ｐＩＮＯ片段（图１），用
ＸｂａⅠ和ＢｓｔＥⅡ双酶切得到１．８ｋｂ的ＫＬＵ片段（图
２）。提取农杆菌质粒，用引物 ＫＬＵ＿ｆｏｒ＿ＸｂａⅠ和
ＫＬＵ＿ｒｅｖ＿ＢｓｔＥⅡ进行ＰＣＲ扩增，获得１．８ｋｂ的目的
片段（图３），表明已成功构建ｐＣＡＭＢＩＡ２３０１－ｐＩＮＯ－
ＫＬＵ植物表达载体并成功转入农杆菌ＧＶ３１０１中。

１．ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；２．双酶切（ＥｃｏＲⅠ／ＸｂａⅠ）电泳条带

图１　ｐＣＡＭＢＩＡ２３０１－ｐＩＮＯ－ＫＬＵ重组质粒的酶切
（ＥｃｏＲⅠ／ＸｂａⅠ）鉴定

１．ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；２．双酶切（ＸｂａⅠ／ＢｓｔＥⅡ）电泳条带

图２　ｐＣＡＭＢＩＡ２３０１－ｐＩＮＯ－ＫＬＵ重组质粒的酶切
（ＸｂａⅠ／ＢｓｔＥⅡ）鉴定
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１．ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；２．阴性对照；３－７．重组质粒ＰＣＲ结果
图３　ｐＣＡＭＢＩＡ２３０１－ｐＩＮＯ－ＫＬＵ重组质粒转化根癌

农杆菌ＧＶ３１０１的ＰＣＲ鉴定

２．２　Ｋａｎ筛选的最适质量浓度
由表２可知，随着Ｋａｎ质量浓度的提高，耐受Ｋａｎ的

绿苗数量明显降低，白化苗数量增加，附加５０ｍｇ／Ｌ
Ｋａｎ的培养基中无菌苗全部白化（图４）。因此，本研究
采用５０ｍｇ／Ｌ　Ｋａｎ筛选Ｔ０代转基因亚麻荠种子。

表２　不同质量浓度Ｋａｎ对亚麻荠种子萌发及无菌苗生长的影响

Ｋａｎ质量浓
度／（ｍｇ／Ｌ）

萌发
数／粒

白化苗
数／株

绿苗
数／株

白化
率／％

０　 ８０　 ０　 ８０　 ０
１５　 ８８　 ５６　 ３２　 ６４
３０　 ８８　 ７６　 １２　 ８６
５０　 ８４　 ８４　 ０　 １００

Ａ．ＭＳ；Ｂ．ＭＳ＋１５ｍｇ／Ｌ　Ｋａｎ；Ｃ．ＭＳ＋３０ｍｇ／Ｌ　Ｋａｎ；Ｄ．ＭＳ＋５０ｍｇ／Ｌ　Ｋａｎ

图４　不同质量浓度Ｋａｎ对亚麻荠无菌苗生长的影响

２．３　农杆菌介导的ｆｌｏｒａｌ　ｄｉｐ法转化亚麻荠的影响
因素

２．３．１　农杆菌菌液浓度　从表３可以看出，农杆菌
菌液浓度（ＯＤ６００值）在０．１５～１．８０时，Ｔ０种子卡检

表３　农杆菌菌液浓度对亚麻荠转化效率的影响

菌液浓度（ＯＤ６００值） 卡检阳性率／％

０．１５　 ５
０．３５　 １０
０．８０　 １３
１．２０　 １１
１．８０　 ４

阳性率发生显著变化。二次活化至农杆菌菌液ＯＤ６００
值为０．８时，卡检阳性率最高为１３％。ＯＤ６００值低于
０．８时，菌体未进入对数生长期，菌体活力较低致使转

化效率不高；ＯＤ６００值高于０．８时，菌体老化活力下降，
转化效率下降。

２．３．２　渗入培养基成分　图５显示，１／２ＭＳ、５％
蔗糖、２００μｌ／Ｌ　Ｓｉｌｗｅｔ　Ｌ－７７、ｐＨ值５．７这一组合的
渗入培养基（Ａ）的卡检阳性率最高；在缺少１／２ＭＳ
作为基本培养基（Ｂ）时，卡检阳性率未发生严重下
降；ｐＨ值对转化效率无显著影响；在渗入培养基
中缺失蔗糖的情况（Ｄ）下，卡检阳性率显著降低，

仅为３％；在缺少表面活性剂Ｓｉｌｗｅｔ　Ｌ－７７（Ｅ）之后，

卡检阳性率也显著降低，降至５％。可见，蔗糖和
表面活性剂Ｓｉｌｗｅｔ　Ｌ－７７是农杆菌介导ｆｌｏｒａｌ　ｄｉｐ法
转化亚麻荠的必要条件，对转化效率有重要影响。
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渗入培养基

图５　不同渗入培养基对亚麻荠转化效率的影响

２．４　Ｔ０代亚麻荠种子的Ｋａｎ筛选

Ｔ０转基因亚麻荠种子消毒后，接种于含有５０

ｍｇ／Ｌ　Ｋａｎ的 ＭＳ固体培养基上，培养１０ｄ后发

现，大部分无菌苗已经白化，但有少量抗性苗存活
（图６）。统计结果显示，ｆｌｏｒａｌ　ｄｉｐ法转化亚麻荠的

卡检阳性率为１５％，即７０７粒Ｔ０代转基因亚麻荠

种子经 Ｋａｎ筛选共获得６００株白化苗，１０７株抗

性苗。

Ａ．ＭＳ；Ｂ．ＭＳ＋５０ｍｇ／Ｌ　Ｋａｎ

图６　Ｋａｎ对Ｔ０代种子无菌苗生长的影响

２．５　亚麻荠抗性苗的ＰＣＲ检测结果
提取经Ｋａｎ筛选获得的拟转基因亚麻荠植株

ＤＮＡ，进行ＰＣＲ检测，有１３株抗性苗经ＰＣＲ反应
可扩出与阳性对照大小一致的目的条带（图７），阴
性对照即野生型亚麻荠植株未扩出任何条带。结
果表明，对７０７粒 Ｔ０代亚麻荠种子进行 Ｋａｎ筛
选，并对 Ｋａｎ筛选获得的抗性苗进行ＰＣＲ检测，
共获得１３株转基因亚麻荠植株，故本研究所采用
的ｆｌｏｒａｌ　ｄｉｐ法转化亚麻荠的效率为１．８％。

１．ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ；２．质粒对照；
３．阴性对照；４、６、７、９、１１．阳性转基因亚麻荠

图７　转基因阳性亚麻荠植株的ＰＣＲ鉴定

３　结论与讨论
亚麻荠是近年来被研究者重新重视起来的油料

作物，研究发现，亚麻荠具有优良的农艺学特征，如抗
干旱、抗病虫害、耐盐碱、抗倒伏等，且亚麻荠种子含

有丰富的人体必需的不饱和脂肪酸α－亚麻酸，其种子
油比市场上普通食用油具有更高的食用价值，同时该
油作为一种潜在的新型生物燃料，工业价值巨
大［１３－１６］。目前，国内运用现代生物技术对其进行遗传
改良的研究较少，黄友志等［４］以春性亚麻荠为研究材
料，在建立其再生体系的基础上，用含有ＧＵＳ基因的
根癌农杆菌侵染亚麻荠子叶柄的愈伤组织，发现侵染
后的愈伤组织ＧＵＳ染色呈假阳性，未获得转基因植
株。本研究避开亚麻荠组织培养等繁琐工作，运用农
杆菌介导的ｆｌｏｒａｌ　ｄｉｐ法侵染亚麻荠成功获得转基因
阳性植株，在国内首次建立了一种简便高效的亚麻荠
遗传转化体系。
目前农杆菌介导的不依赖组织培养的转化植物

方法主要有３种：真空渗透法［１７］、浸花法（ｆｌｏｒａｌ
ｄｉｐ）［１０］和喷花法（ｆｌｏｒａｌ　ｓｐｒａｙ）［１８］。真空渗透法需要
的仪器设备较多，且在侵染过程中会对植株有所损
害；喷花法主要针对植株较大、花序不集中的植物，且
在侵染过程中容易造成污染问题。而亚麻荠植株不
大，花小且比较集中，采用滴花法最好，且滴花法对植
株后续的生长损害较小，短时间之内可以进行多次侵
染。李艳等［１９］利用农杆菌介导ｆｌｏｒａｌ　ｄｉｐ法转化拟南
芥，成功获得２４个转基因株系。这些方法也被应用
于其他经济作物的遗传改良研究中，袁英歌等［２０］运
用农杆菌介导的茎尖浸润法、花苞注射法及ｆｌｏｒａｌ
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ｓｐｒａｙ法转化棉花品种新陆早３３号，发现这３种方法
均获得了抗Ｋａｎ的转化植株，但只在通过花苞注射法
和喷花法获得的抗性植株中检测到了目的基因。与
Ｌｕ等［５］运用的农杆菌介导的真空渗透法相比，本试
验采用ｆｌｏｒａｌ　ｄｉｐ法，试验操作更加简便、高效，且重复
性好，稳定性高。
本试验证明，Ｓｉｌｗｅｔ　Ｌ－７７和蔗糖是农杆菌介导的

ｆｌｏｒａｌ　ｄｉｐ法转化亚麻荠的关键因素。在转化过程中，
蔗糖可以维持花粉外压强的稳定，同时为农杆菌进入
植物细胞提供能量，另外蔗糖可以诱导Ｖｉｒ基因表
达，提高农杆菌转化效率。表面活性剂Ｓｉｌｗｅｔ　Ｌ－７７
具有很强的吸附能力和渗透能力，在其渗透辅助下，

Ｔ－ＤＮＡ从农杆菌顺利进入植物细胞［２１］。本试验结
果表明，渗入培养基中缺少Ｓｉｌｗｅｔ　Ｌ－７７，亚麻荠的转
化效率显著下降。徐光硕等［２２］、王景雪等［２３］研究发
现，表面活性剂Ｓｉｌｗｅｔ　Ｌ－７７浓度不宜过高，浓度过高
会对植株产生毒害作用，高浓度的Ｓｉｌｗｅｔ　Ｌ－７７会影
响甘蓝型油菜荚果伸长，降低结实率。
农杆菌介导的遗传转化过程中，筛选标记是重要

的试验因素，本试验采用Ｋａｎ作为筛选标记。试验发
现，虽然通过前期亚麻荠对Ｋａｎ质量浓度的敏感试验
确定了Ｋａｎ筛选的最适质量浓度，但筛选Ｔ０代亚麻
荠种子获得的抗性苗大部分为假阳性转基因植株，为
后续试验增加了工作量。分析其原因：一是亚麻荠对
Ｋａｎ浓度敏感试验中所用的亚麻荠种子来源于大田
种植的亚麻荠，种子成熟程度不一致，导致试验结果
出现误差；二是Ｋａｎ筛选Ｔ０代亚麻荠种子时发现，
种子出芽后，部分无菌苗的根并未扎入培养基中，而
是根的一小段附着在培养基表面，使Ｋａｎ无法充分发
挥作用，从而导致出现大量假阳性苗。Ｌｕ等［５］采用
红色荧光蛋白基因为筛选标记，通过绿色荧光照射
Ｔ０代种子，肉眼可以轻易分辨出转基因Ｔ０代种子的
真假，工作量较少。因此，在今后的研究中选择更合
适、简便的筛选标记是一个重要的研究方向。
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